® 


Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 


(rj) Numero de publication: 


0 248 690 

A1 


® 


DEMANDE DE BREVET EUROPEEN 


@ Numero dedepdt: 87401025.9 
@ Date dedepdt: 05.05.87 


® int. a*: C 12 Q 1/70 

C 12 Q 1/68, B 01 L 3/00 


Priorite: 06.05.86 FR 8606553 

Date de publication de la demande: 
09.12.87 Bulletin 87/50 

Etats contractants designes: 

AT BE CH DE ES FR QB GR IT U LU NL SE 


® Demandeur: CLONATEC 
16, rue Dumont d'UrvllIe 
F-75116 Paris (FR) 

@ Inventeur: Lebacq, Philippe 
33, rue de la Breche aux Loups 
F-75012 Paris (FR) 

Joannes, Marline 
12, rue duTelegraphe 
F-75020 Paris (FR) 

Pouletty, Philippe 
42, rue Pascal 
F-75013 Paris (FR) 

© Mandatair e: Na tter, Andre et al 
Cabinet NETTER 40, rue Vlgnon 
F-75009 Paris (FR) 


O 

00 
CM 


R6.3 


@ Procede et dlspositif pour la detection de genomes vlraux a ADN et ARN dans les milieux blologlques, notamment dans le 
serum sanguin. 

@ Dlspositif pour la detection de genomes vlraux a ADN et 
ARN dans un echantillon de milieu biologique susceptible d'dtre 
contamine par des particules vlrales. 

On traite d'abord I'echantillon pour digerer les acldes 
nuclelques ADN et ARN non vtraux et preserver les acides 
nuclelques viraux. On purifie ensuite, s'il y a, lieu, Techantillon, 
par exemple en le falsant passer a travers una cartouche (32) 
contenant un gel pour retenir les protelnes presentes dans 
rechantillon. Les acides nuclelques vlraux sont ensuite extraits 
et denatures en presence d'un melange d'extraction dans un 
reservoir (62). lis sont ensuite recueillis puis detect6s par un 
procede approprie, par exemple par un procede colorlmetrique. 

Uinventlon permet de reaiiser de maniere particullerement 
simple la detection polyspecifique des genomes viraux a ADN 
et a ARN, notamment dans des milieux biologiques tels que le 
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Description 


Procede et dispositif pour la detection de genomes vfraux a ADN et ARN dans les milieux biologfques, notamment 

dans le s6rum sanguin. 


L'invention concerne la detection des genomes 
viraux a ADN et ARN dans des Schantillons de 5 
milieux biologiques susceptibles d'etre contamin6s 
par des partfcules virales. 

Elle s'applique en particulier a la detection des 
virus dans les derives sanguins tefs que les serums. 

Un des principaux problemes poses par les 10 
transfusions sanguines est celui du risque de 
contamination virale. Pour prevenir un tel risque, les 
6chantilIons sanguins recueillfs aupr6s des don- 
neurs sont syst6matiquement sou mis a des ana- 
lyses afin de detecter la presence eventuelle de 15 
virus, lis ne sont ensuite utilises que si les analyses 
ont donne des r6sultats n6gatifs. 

Les virus susceptibles de provoquer une telle 
contamination sont principalement le virus de I'h6- 
patite B et I'agent de I'hepattte non A non B. Aux 20 
Etats-Unis, par exemple, on estime a environ 800 000 
le nombre des individus porteurs du virus de 
I'h6patite B. La d6couverte du Sida est maintenant a 
prendre en compte et I'on salt que d'autres virus 
sont transmis par transfusion sanguine. C'est le cas 25 
du cytomegalovirus largement repandu dans la 
population, puisque 70P/b de la population adulte 
presente des anticorps contre ce virus. 

Or, les tests actuellement utilises en transfusion 
sanguine sont monospecifiques et ne permettent de 30 
detecter que les virus connus. On se trouve alors 
dans I'lmpossibilite de detector le ou les virus de 
I'h6patite non A non B puisque ceux-ci ne sont pas 
encore identifies a I'heure actuelle. 

Par ailleurs, la sensibility de ces tests connus est 35 
insuffisante pour detecter I'ensemble des serums 
infectieux. 

Parmi les tests utilises pour depister un s6rum 
infectieux on distingue : 

- les tests de detection des antigenes viraux. C'est le 40 
cas, par exemple, des tests de detection du virus de 
I'hepatite B dont on detecte I'antigene de surface 
(HBs) par une technique d'agglutmation, une techni- 
que radio-immunologique ou une technique immu- 
no-enzymatique. 45 

- les tests de detection des anticorps sp6crfiques. 
C*est le cas, par exemple, des anticorps anti-LAVou 
anti- HTLV III (agents du Sida) et des anticorps anti- 
cytomegalovirus. 

- les tests de detection d'activite enzymatique virale. 50 
C'est le cas, par exemple, de la DNA polymerase du 
virus de ('hepatite B. 

- les tests de detection d'activite enzymatique 
aspecifiques temoins d'une hepatite evolutive. C'est 

le cas, par exemple, du dosage de transaminases : 55 
test peu sensible et peu specrfique qui a ete 
propose pour I'hepatite non A non B. 

- les tests d 'hybridation permettant de detecter 
specifiquement le genome d'un virus donne. C'est le 

cas, par exemple, de la detection du genome du 60 
virus de I'hepatite B. 

II apparait, par consequent, qu'aucun des tests 
mentionnes ci-dessus ne permet de detecter cor- 


rectement le ou les virus de I'hepatite non A non B et 
que chaque test ne permet de detecter qu'un seul 
type de virus, et ceia avec une sensibilite limitee. 

La multiplicite des virus a rechercher, (e manque 
de connatssance sur les caracteristiques de certains 
virus, posent ainsi deux problemes majeurs pour les 
transfusions sanguines. Tout d'abord, le nombre des 
tests a effectuer sur chaque serum est de plus en 
plus eleve puisqu'il faut, chaque fois, conduire un 
test specifique pour chaque type de virus (virus de 
I'hepatite B, virus cytomegalovirus, retrovirus, etc.). 
En outre, le cout efeve de ces tests est difftcilement 
compatible avec les contraintes techniques et 
economiques Ii6es aux transfusions sanguines. 

Par ailleurs, en dehors des tests mentionnes 
ci-dessus, il a ete propose d'effecteur une detection 
des acides nucieiques vfraux apr£s leur extraction et 
leur purification, independamment du type de virus 
recherche. 

Cette methode a ete utilises pour la detection de 
I'ADN viral dans le serum de malades atteints 
d'hepatite B. Cette methode fait intervenir a la fois 
une hydrolyse de I'AON contaminant de i'hdte, une 
destruction de i'enveloppe et de la capside virale, 
une extraction de I'ADN viral et son absorption sur 
un support revStu de poly-L-lysine suivie d'une 
detection radio-immunologique a I'atde d'anticorps 
polyclonaux anti-ADN. 

Le but de l'invention est de procurer un procede 
pour la detection polysp6crfique de genomes viraux 
a ADN et a ARN dans des milieux biologiques 
susceptibles d'etre contamin6s par de tels genomes 
vfraux. 

Un autre but de l'invention est de procurer un tel 
procede de detection qui sort facilement mis en 
oeuvre et facilement automatise. 

Un autre but de l'invention est de procurer un tel 
procede pouvant dtre utilise plus partfculidrement 
pour la detection polyspecffique des genomes viraux 
a ADN et a ARN dans le serum sanguin. 

Un autre but de l'invention est de procurer un 
dispositif pour la mise en oeuvre de ce procede de 
detection. 

L'invention concerne, tout d'abord r un procede 
pour fa detection de genomes viraux a ADN et ARN 
dans un echantillon de milieu biologique susceptible 
d'etre contamine par des particules virales. Ce 
procede comprend, pour I'essentiel, les operations 
suivantes : 

- traitement de I'echantillon de mani6re a digerer les 
acides nucieiques ADN et ARN circulants non viraux 
et a preserver les acides nucieiques viraux; 

- extraction des acides nucieiques viraux de I'echan- 
tillon traite, par destruction de i'enveloppe et de la 
capside virale, et denaturation des acides nuciei- 
ques extraits; 

- recueil des acides nucieiques viraux extraits et 
denatures; et 

- detection des acides nucieiques ainsi recueillfs. 

Ce procede est applicable pour la detection des 
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virus de Phepatite 8 t de Phepatite non A non B, du 
cytomegalovirus, des virus LAV et HTLV III du Sida, 
et de toute autre particule virale. 

Conformement a l'invention, la detection des 
genomes viraux a ADN et ARN peut etre appliquee 
aux differents milieux biologiques susceptibles de 
contenir de tels genomes. 

Les milieux biologiques concernes sont, principa- 
iement ceux d'origine animate, notamment humaine, 
tels que les derives sanguins, en particulier le serum 
sanguin, Purine, le lait, le liquide lacrymal, la salive, le 
liquide cephalorachidien, le liquide amniotique, les 
feces, etc. 

On peut citer egalement ies milieux biologiques 
d'origine vegetale, comme la seve des plantes. 

En outre, ce procede peut etre applique a d'autres 
milieux biologiques comme les produits alimen- 
taires, tels que les produits laitiers, les eaux, etc. 

D'autres exemples de milieux biologiques 
concernes sont les vaccins, le procede etant alors 
utilise pour verifier que le vaccin n'est pas conta- 
mine, les surnageants de cultures, etc. 

Dans le cas ou le proced£ est applique a un 
echantillon d'un milieu biologique riche en proteines, 
comme par exemple un serum sanguin, le procede 
comprend avantageusement une operation interme- 
diaire qui se deroule apres I'operation de traitement 
par digestion des acides nucleiques circulants non 
viraux et avant I'operation d'extraction des acides 
nucleiques viraux. Cette operation intermediate 
consists a effectuer une purification de Pechantillon 
traite de maniere a retenir les proteines presentes 
dans Pechantillon. 

L'operation de digestion des acides nucleiques 
contaminants non viraux est effectuee en ajoutant 
de la DIMase et de la RNase, en laissant ensuite 
reagir le melange ainsi forme, puis en ajoutant a ce 
melange de la RNasine. Grace a cette operation, on 
elimine du milieu biologique, en particulier du serum 
sanguin, les acides nucleiques contaminants non 
viraux, par exemple ceux circulant dans le serum. 

Dans le cas ou on fait appel a une purification 
intermediaire dans le but d'eliminer les proteines de 
Pechantillon, cette operation comprend avantageu- 
sement une filtration sur une cartouche de gel avec 
elution, sous une difference de pres sion (d6pres- 
sion ou pression), au moyen d'un tampon d'elution. 11 
n'est ainsi pas necessaire de faire appel a des 
operations delicates de centrrfugation. 

Uoperation d'extraction et de denaturation des 
acides nucleiques viraux s'effectue, avantageuse- 
ment, par mise en incubation de Pechantillon 
pretraite avec un melange d'extraction propre a 
detruire Penveloppe et la capside virale et a 
deproteneiser et denaturer partiellement les acides 
nucleiques viraux. 

L'operation de recueil des acides nucleiques 
viraux extraits et denatures s'effectue par filtration 
sur une membrane, par exemple une membrane en 
polyamide ou en Nylon, telle que du Nylon 66 charge 
positivement. 

Avantageusement, I'operation de filtration sur 
cartouche de gel et I'operation de recueil des acides 
nucleiques viraux s'effectuent successivement en 
faisant appel a une trompe a vide, ou a tout autre 


moyen pour acceierer les deux operations de 
filtration. 

Enfin, I'operation de detection s'effectue avanta- 
geusement en utilisant une substance propre a 
5 declencher un signal de detection, cette substance 
etant conjugu§e a une autre substance ayant une 
affinite pour I'ADN ou I'ARN recueilli. 

Dans un mode de realisation prefere de rinven- 
tion, la substance de declenchement est une 
10 enzyme propre a transformer un substrat incolore et 
soluble en un produit colore qui precipite in situ. 

L'invention vise aussi un dispositif de mise en 
oeuvre de ce procede qui comprend essentlelle- 
ment : 

15 - un support superieur comprenant au moins un 
puits propre a recevoir un echantillon de milieu 
biologique traite; 

- un support inferieur adaptable sous le support 
superieur et comprenant au moins un reservoir en 

20 correspondence du puits du support superieurjedit 
reservoir etant prevu pour recevoir le melange 
d'extraction; 

- des moyens de communication Stanches entre 
chaque puits et le reservoir correspondant; et 

25 - des moyens pour appliquer une difference de 
pression entre I'echantillon contenu dans le puits et 
I'interieur du reservoir de maniere a attirer Pechantil- 
Eon dans le reservoir. 
Selon une autre caracteristique du dispositif, le 

30 support superieur est limite par une face superieure 
et une face fnferieure, chaque puits ayant une forme 
generaie cylindrlque et presentant un fond en 
entonnoir qui se prolonge par une canule faisant 
saillie par rapport a la face inferieure du support 

35 superieur. 

Chaque puits est propre a recevoir une cartouche 
ayant la forme generaie d'un tube cylindrlque dont le 
fond est muni d'une membrane. Cette cartouche 
permet ainsi de recevoir un gel propre a retenir les 

40 proteines de Pechantillon a analyser. 

Selon une autre caracteristique du dispositif de 
('invention, le support inferieur est limite par une face 
superieure et une face inf6rleure, et chaque reser- 
voir debouche par son embouchure dans ladite face 

45 superieure, ladite embouchure etant propre a rece- 
voir la canule du puits correspondant du support 
superieur lorsque les supports superieur et inferieur 
sont adaptes Pun sur I'autre. 
Selon une autre caracteristique du dispositif de 

50 ('invention, au moins une tubuiure est associee a 
chaque reservoir, ladite tubuiure debouchant d'une 
part a proximit6 de I'embouchure et, d'autre part, 
dans la face inferieure, ce qui permet de maintenir 
une difference de pression entre Pexterieur et 

55 I'interieur du reservoir. 

Selon une autre caracteristique de l'invention, le 
dispositif comprend en outre une embase propre a 
recevoir le support inferieur et a definir avec celui-ci 
une chambre susceptible d'etre mise en depression 

60 par une source appropriee. 

L'invention prevoit egalement que, dans le but de 
recuperer les acides nucleiques viraux recueillis 
dans chaque reservoir, le support inferieur peut §tre 
mis en position retournee sur Pembase, avec 

65 interposition d'un support intercalate entre Pem- 
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base et te support inferieur en position retournee, et 
interposition d'une membrane de filtration entre te 
support inferieur et (e support intercalate. Cette 
membrane de filtration est destinee k recuperer les 
acides nucleiques viraux contenus dans les diffe- 
rents reservoirs et cela par filtration sous vide. 

Dans la description qui suit, donnee k titre 
d'exemple, on se refere aux dessins annexes, sur 
lesquels : 

- la figure 1 est une vue laterale d'un dispositif 
de detection conforme a I'invention; 

- la figure 2 est une vue de dessus du 
dispositif de la figure 1 ; 

- la figure 3 est une vue en coupe sutvant la 
ligne Ill-Ill de la figure 2, le dispositif etant 
assemble pour realiser I'operation de digestion 
des acides nucleiques non viraux, ainsi que (a 
purification et ('extraction des acides nuclei- 
ques viraux; et 

- la figure 4 est une vue en coupe correspon- 
dent k celle de la figure 3, dans laquelle le 
support superieur du dispositif a ete enleve et le 
dispositif est assemble pour realiser Poperatlon 
de recueil des acides nucleiques viraux extraits 
et denatures. 

La description detaillee qui suit, donnee unique- 
ment k titre d'exemple, concerne la detection 
d'acides nucleiques viraux dans des echantHlons de 
serums, cette detection s'effectuant au moyen du 
dispositif represents sur le dessin, (ul aussi donne k 
titre d'exemple. 

Le dispositif de detection comprend un support 
superieur 10 de forme generate parallelepipedique 
Iimit6 par une face superieure 12, une face inferieure 
14, deux faces laterales opposees 16 et 18 et deux 
autres faces laterales opposees 20 et 22. Dans 
I'epaisseur du support superieur 10 sont menages 
des puits 24 disposes a intervalles reguliers. Dans 
I'exemple, le support menage quatre rangees de six 
puits (figure 2). 

Chaque puits 24 comprend une partie cylindrique 
26 qui, k sa partie superieure, debouche sur fa face 
superieure 12 et qui, k sa partie inferieure, se 
raccorde avec un fond 28 en forme d'entonnoir, 
iequel se prolonge vers le bas par une canule 30 
faisant saillie au-dela. de la face inferieure 14. 

Chaque putts 24 est destine k recevoir une 
cartouche 32 de forme generate cylindrique qui 
presente une partie inferieure 34 propre k s'emboi- 
ter dans le puits 26 correspondant et une partie 
superieure 36 de diametre exteme plus grand que 
celui de la partie 34. La cartouche 32 menage ainsi 
un rebord annulaire 38 propre k reposer sur la face 
superieure 12 du support 10. La cartouche 32 
presente un diametre interieur constant et elle est 
munie, a sa partie inferieure, d'un filtre 40. Chaque 
cartouche 32 peut ainsi recevoir une certaine 
quantite d'un gel 42. 

Le pourtour de la face inferieure 14 menage une 
rainure 44 propre k cooperer par emboitement avec 
une nervure correspondante 46 que menage le 
pourtour de la face superieure 48 d'un support 
inferieur 50. Ce support inferieur est en outre limite 
par une face inferieure 52, deux faces laterales 
opposees 54 et 56 et deux autres faces laterales 


opposees 58 et 60. 

Le support 50 est usine interieurement pour 
menager vingt-quatre reservoirs 62 correspondant 
chacun a un puits 24. Chaque reservoir comprend 
5 une partie cylindrique 64 raccordee, en partie 
inferieure, a un fond 66 et, en partie superieure, k 
une partie tronconique 68. Cette derniere se rac- 
corde k une embouchure cylindrique 70 qui de- 
bouche dans la face superieure 48. Lorsque les 

10 supports 10 et 50 sont assembles I'un sur I'autre 
(figure 3), la canule 30 de chaque puits 24 penetre 
dans I'embouchure 70 du reservoir 62 correspon- 
dant, ce qui permet de recuperer le melange 
provenant de fa filtration sur le gel 42 de la cartouche 

15 correspondante. Pour permettre cette filtration, k 
chaque reservoir 62 est associee une tubulure 72 qui 
communique d'une part dans le reservoir 62 k 
proximite de son embouchure 70 et, d'autre part, 
dans la face inferieure 52 du support 50. Pour 

20 realiser les tubufures 72, on perce, k partir de la face 
52, un certain nombre d'alesages borgnes 74 sur 
une profondeur telle que I'extremite de chaque 
aiesage se situe sensibiement au niveau de la partie 
tronconique 68 des reservoirs 62. On perce ensuite 

25 un certain nombre d'alesages horizontaux 76, le 
percage s'effectuant k partir des faces laterales 50 
et 60. Les alesages 76 sont ensuite bouches comme 
montre en 78 de maniere que les reservoirs 62 ne 
communiquent qu'avec les alesages 74. 

30 Pour obtenir f'Stancheite entre les supports 10 et 
50, ii est avantageusement prevu une feuille 80 en 
silicone disposee entre la face inferieure 14 du 
support 10 et la face superieure 48 du support 50, 
cette feuille de silicone menageant vingt-quatre 

35 passages pour les canules 30. 

La face inferieure 52 du support 50 menage une 
rainure peripherique 82 propre k permettre I'emboT- 
tement k joint etanche du support 50 sur (a rebord 
peripherique 84 d'une embase 86. Cette embase 86, 

40 de forme generate parallelepipedique, est limttee 
extSrieurement par une face inferieure 88, deux 
faces verticales opposees 90 et 92 et deux autres 
faces verticales opposees 94 et 96. L'embase 88 est 
evidee interieurement pour menager une chambre 

45 98 propre k itre mise en depression par I'interme- 
diaire d'un raccord 100 susceptible d'etre relie k une 
source de depression. 

Dans la positron representee k la figure 3, le 
dispositif permet d'effectuer simultanement laffltra- 

50 tion de vingtquatre echantillons dans les vingt-qua- 
tre cartouches 32, le filtrat 6tant recueillf dans 
chaque reservoir 62 dans Iequel aura ete place au 
prealable un melange 102 d'extraction et de denatu- 
ration. 

55 Dans une phase ulterieure du procede, le support 
superieur 10 et (es cartouches 32 sont enleves et le 
support inferieur 50 est dispose en position retour- 
nee sur l'embase 86, avec interposition d'un support 
intercalate 104. Ce dernier, de forme gen6rale 

60 parallelepipedique, est limite par une face super- 
ieure 106, une face inferieure 108, deux faces 
laterales opposees 110 et 112 et deux autres faces 
laterales opposees (non representees). Les faces 
106 et 108 sont realisees de maniere k menager, sur 

65 leur pourtour, respectivement des rainures 114 et 
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116 propres a cooperer respectivement avec la 
nervure 46 et avec le rebord 84. 

Le support intercalate 104 menage vingt-quatre 
passages de communication de forme tronconique 
qui s'evasent du haut vers le bas. Dans une autre 5 
version, ces passages pourraient §tre cylindriques. 
L'ouverture superieure 120 de chaque passage 118 
est en vis-a-vis de ('embouchure 70 du reservoir 62 
correspondant en position retournee. Chaque 
♦ouverture 120 est entouree par un joint torique w 
d'etancheite 122. En outre, une membrane de 
filtration 124 est interposee entre le support interca- 
late 104 et le support inferieur 50 en position ' 
retournee. 

Dans la position representee a la figure 4, on 15 
realise la filtration sous depression du contenu de 
chaque reservoir 62, ce qui permet de retenir sur la 
membrane 124 les acides nucleiques viraux extraits 
et denatures provenant du reservoir. La tubulure 72 
assure alors la mise en "communication de I'interieur 20 
du reservoir 62 avec i'atmosphere exterieure, ce qui 
permet de reaJiser la filtration. 

Le dispositif tei que decrit precedemment est 
utilise de la maniere suivante. 

On commence par reaiiser la digestion des acides 25 
nucleiques ADN et ARN contaminants contenus 
dans les differents echantillons de serums. Chaque 
echantillon de serum, par exemple de 1 millilitre, est 
traite par I'adjonction de DNase a 50 microgrammes 
par millilitre en presence d'ions Mg + + et de RNase 30 
a 30 microgrammes par millilitre, puis on laisse reagir 
le melange ainsi forme pendant environ 30 minutes 
a la temperature ambiante. Chaque serum est 
ensuite traite par de la RNasine de maniere a avoir la 
certitude que toute la RNase a ete detruite. 35 

Chaque echantillon de serum ainsi traite est 
ensuite introduit dans une cartouche 32 remplle d'un 
gel 42 destine a retenir les proteines presentes dans 
Techantillon. 

Le gel de filtration utilise peut etre par exemple 40 
celui commercialise sous la denomination Sephacryl 
S300 par la firme Pharmacia. Ce gel permet de 
reaiiser une filtration rapide et une separation 
grossiere du fait que fa particule virale represente 
une masse moleculaire tres elevee, a savoir plu- 45 
sieurs dizaines ou plusieurs centaines de millions de 
DaJton, et doit si possible §tre eluee dans le volume 
mort du gel. Le gel Sephacryl S300 est un melange 
de bisacrylamide et de dextran qui constitue un 
reseau poreux assez rigide dans lequel les mole- 50 
cules s'engagent d'autant mieux que leur masse 
moleculaire est petite. Les molecules de petite 
masse moleculaire, retardees par un chemin plus 
long a parcourir, sont eluees en dernier. Ce gel 
permet la separation des molecules de masse 55 
moleculaire comprise entre 10 000 et 1 500 000 
Dalton selon un Kav compris, respectivement, entre 
0,8 et 0,1. 

On applique sur chaque cartouche un millilitre de 
serum que Ton elue par aspiration, la chambre 98 de 60 
I'embase 86 etant mise sous depression. L'elution 
s'effectue avec un millilitre d'un tampon Tris 50 mM, 
25 mM NaCI, 10 mM MgCI 2 , a pH 8,0. Le filtre 40 
destine a retenir le gel 42 dans chaque cartouche est 
avantageusement constitue par une membrane en 65 


polyamide, comme par exemple la membrane Blutex 
commercialisee par la firme Tripette et Renaud, une 
telle membrane ayant une ouverture de maille de 125 
micrometres. 

A la sortie de chaque cartouche, I'eluat s'ecoule 
sur le fond 28 du puits correspondant et tombe dans 
le reservoir 62 correspondant, en passant par la 
canule 30. 

Dans chaque reservoir a ete introduit au prealable 
un melange propre a permettre Textraction des 
acides nucleiques viraux contenus dans I'eluat ainsi 
recueiili. II s'agit d'un melange d'extraction denatu- 
rant destine a extraire les acides nucleiques pro- 
teges par les enveloppes et les capsides des virus, 
en faisant appel a un agent denaturant tel que le 
formamide. 

On utilise avantageusement un melange com- 
pose de formamide a 70%, 100 mM EDTA, NaCI04 
2M. Le formamide a essentiellement pour effet de 
detruire les liaisons hydrogene a la fols des 
proteines et de I'ADN et ainsi de denaturer les 
proteines et I'ADN. L'EDTA sert a pieger les ions 
divalents impiiques dans les structures proteiques 
et nucleiques. II sert egalement a pieger le magne- 
sium cofacteur des nucleases. On est ainsi assure 
que les traces de DNase, s'il en subsistait, seraient 
denaturees et inactives. 

Le melange ainsi contenu dans chaque reservoir 
62 est mis en incubation a 37° C pendant environ 3 
heures. Pour cela, il suffit simplement de placer le 
dispositif, ou plus simplement le support inferieur 50 
seul, a I'interieur d'un incubateur, apres agitation 
manuelle pendant une minute. 

L'incubation etant terminee, on retourne le sup- 
port inferieur 50 et on le dispose sur le support 
intercalaire 104 avec inter position d'une membrane 
124, comme represente a la figure 4. Cette mem- 
brane est choisle de maniere a permettre le recueil 
des acides nucleiques denatures. Differents types 
de membranes peuvent §tre utilises dans ce but, par 
exemple des membranes en polyamide ou nylon, en 
nitrocellulose, en DEAE-cellulose, en acetate de 
cellulose, en fibres de verre, en holofibres, etc. 

Dans un mode de realisation prefere de ('Inven- 
tion, on utilise une membrane commercialisee sous 
la denomination Gene Screen + par la firme New 
England Nuclear. II s'agit d'une membrane en Nylon 
66 charge, ayant des pores d'ouverture comprise 
entre 0,22 et 0,45 micrometres. Un autre exemple de 
membrane est eel le commercialisee sous fa denomi- 
nation Nytran par la Firme Schleicher et Schueli. De 
telles membranes permettent d'obtenir une fixation 
d'acides nucleiques viraux triple de celfe des 
membranes en nitrocellulose, en raison des charges 
positives de la membrane. En outre, il s'agit de 
membranes solides, d'utilisation facile puisqu'il n'est 
pas necessaire de reaiiser une cuisson sous vide, et 
ne faisant appel qu'a des tampons simples. En outre, 
ces membranes ont 1'avantage de permettre une 
revelation colorimetrique aisee des acides nuclei- 
ques ainsi recueillis. 

La filtration sur la membrane 124 s'effectue sous 
vide peu eleve et pendant une duree d'environ 5 
minutes. 

On enleve ensuite le support 50 pour recuperer la 
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membrane de filtration 124. Cette membrane est 
ensuite sechee avant d'etre soumise a une analyse 
afin de reveler la presence eventuelle d'acides 
nucleiques viraux recueillis sur la membrane. 

La revelation des acides nucleiques viraux peut se 
faire par drfferents precedes, en particuller des 
procedes comprenant I'utilisation d'une substance 
propre a declencher un signal de detection et 
conjuguee a une substance ayant une affinite pour 
I'ADN ou TARN. 

La substance propre a declencher le signal de 
detection peut etre une enzyme, par exemple la 
phosphatase alcaline, la peroxydase, la beta-galac- 
tosidase, la glucose-oxydase, etc, un isotope tei que 
I 125 , un fluorochrome, Tor colloidal, etc. 

La substance ayant une affinite pour I'ADN ou 
TARN peut §tre, par exemple, la protamine, la 
poly-L-lysine, la spermine, la spermidine, des anti- 
corps anti-ADN et anti-ARN (polyclonaux ou mono- 
clonaux), les proteTnes histones, des ions metalli- 
ques, etc. 

Dans un mode de realisation prefere de I'inven- 
tion, la substance de declenchement est une 
enzyme propre a transformer un substrat incolore et 
soluble en un produft colore qui precipite in situ. 

Dans ce mode de realisation prefere de Inven- 
tion, la membrane prealablement sechee est ensuite 
saturee pendant environ 30 minutes avec une 
solution propre a bloquer les sites non specifiques 
de la membrane, e'est-a-dire (es sites de la mem- 
brane qui ne sont pas deja occupes par des acides 
nucleiques viraux. Cette operation de saturation 
peut s'effectuer par immersion de (a membrane dans 
la solution de saturation ou encore par filtration de 
cette solution de saturation a travers (a membrane. 

A titre d'exempfe, cette solution de saturation 
peut etre une solution de protelnes de fait a 370 
milligrammes par millilitre, de BSA (serum albumins 
bovine) a 37 milligrammes par.millilitre, de Tween a 
0,30/0 dans un tampon 50 mM Tris-HCI pH8, EDTA 1 
mM, NaCI 25 mM (tampon TEN). La membrane est 
ensuite mise au contact d'une solution de protamine 
ou de poly-L-lysine couplee a des molecules de 
phosphatase alcaline par I'intermediaire d'une liai- 
son peptidique. 

Cette incubation s'effectue pendant environ 15 
minutes a la temperature ambiante. La protamine- 
phosphatase alcaline est diluee dans la solution 
bfoquante decrite precedemment. La membrane est 
ensuite lavee par filtration avec une solution de Brig 
a 0,3^/0, 0,5 M NaCI (20 millilitres par centimetre 
carre). 

Dans I'exemple, la detection est realisee par 
rutilisation d'un systeme colorimetrique. Le pro- 
cede colorimetrique, en lui-mSme connu, utilise la 
transformation d'un naphtolphosphate en naphtol 
par la phosphatase alcaline. Le naphtol peut alors 
reduire un produit, tel que celui connu sous la 
denomination Fast-Red, et ainsi transformer un 
substrat incolore et soluble en un produit colore et 
insoluble qui precipite in situ. 

Un autre exemple de systeme colorimetrique est 
celui utifilisant le BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl- 
phosphate) et le NBT (nitro-bleu de tetrazolium). 

La lecture s'effectue de visu ou bien par I'interme- 


diaire d'un reflectometre. Dans le cas ou fa mem- 
brane 124 a effectrvement recueilli des acides 
nucleiques viraux, on detecte, a {'emplacement de la 
filtratfon.une tache coloree revelant ('existence des 

5 acides nucleiques recherches. 

Bien entendu, la revelation des acides nucleiques 
recueillis peut se faire par d'autres procedes, 
notamment par des tests de detection d'ADN par 
hybridation. Ainsi, dans le cas du virus de ('hepatite 

10 B, I'ADN peut etre detecte par une sonde. II s'agit la 
cependant d'un test specifique du virus a recher- 
cher. 

L'invention est susceptible de nombreuses va- 
riantes de realisation. Par exemple, la purification de 

15 I'echantilion prealablement traite peut se faire par 
melange avec un gel magnetique avec elution a 
I 'aide d'un aimant permanent. Le gel magnetique est, 
par exemple, celui commercialism sous la denomina- 
tion Magnogel par la Firme IBF. 

20 Le modele experimental retenu pour (a mise au 
point du proce de et du dispositif de l'invention est (e 
phage lambda. Celui-ci presente en effet de nom- 
breux avantages : il est facilement cultivable et 
titrable; on peut en recofter de grandes quantites et 

25 en introduire des quantites determiners dans le 
serum; sa taille est de Tordre de 50 nm et se sftue 
presque a la limrte infeneure des plus petrts virus 
(environ une dizaine de nm); et it n'est pas 
pathogens pour t'homme. 

30 Le rendement du dispositif de filtration et de- 
traction des virus, ainsi mis au point avec (e 
phage-lambda, est de I'ordre de 60<VG. La sensibilite 
obtenue avec une sonde marquee chimlquement, 
puis hybridee avec I'ADN retenu sur le filtre, permet 

35 la detection d'environ 1 picogramme d'ADN. 

La detection directe de I'ADN du phage-lambda a 
I'aide du systeme protamine liee de facon covalente 
a la phosphatase alcaline est de i'ordre de la dizaine 
de femtogrammes d'ADN detecte. Ce systeme 

40 permet une detection effective jusqu'a 5 a 10 
femtogrammes d'ADN ou d'ARN. 

Le precede de ('invention est polyspecffique et, 
par ailleurs, la presence d'ADN ou d'ARN libre dans 
le serum, jusqu'a des concentrations de 10 mlcro- 

45 grammes par millilitre, n'introdurt pas de faux posrtifs 
d§tectables par le procede. 

Dans des serums positifs en antigene HBs et en 
ADN viral par la technique d'hybridation, le procede 
de l'invention a donne un resuitat positif. 

50 Les serums HBs et ADN vfraJ negatifs testes 
parallelement ont ete negatifs par le procede de 
Tinvention. 

Le procede de l'invention est beaucoup plus 
sensible que (es procedes de tests monospecifiques 
55 connus. Le seuil de sensibilite du procede de 
l'invention est de 10 3 a 10 4 particules virales par 
millilitre, alors que la sensibilite des tests connus est 
de 10 6 a 10 8 particules virales par millilitre. 

60 

Revendications 

1. Procede pour la detection de genomes 
65 viraux a ADN et ARN dans un echantillon de 
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milieu biologique susceptible d'etre contamine 
par des particules vlrales, caracterise par les 
operations suivantes : 

- traitement de rechantillon de manure a 
digerer les acides nucI6iques AON et ARN 5 
circulants non viraux et a preserver les acides 
nucleiques viraux des particules virales; 

- extraction des acides nucleiques viraux de 
I'echantillon traite, par destruction de i'enve- 
loppe et de la capside viral e, et denaturation 10 
des acides nucleiques extraits; 

- recueil des acides nucleiques viraux extraits et 
denatures; et 

- detection des acides nucleiques viraux ainsi 
recueillls. 15 

2. Proc6de selon la revendication 1 , caracte- 
rise par ('operation intermediate comprenant, 
apres l'op6ration de traitement par digestion, la 
purification de I'echantillon traits de manidre k 
retenir les prolines pr6sentes dans P6chantil- 20 
Ion. 

3. Proc6d6 selon Tune des revendfcations 1 
et 2, caracterise en ce que la digestion des 
acides nucleiques contaminants non viraux est 
effectu6e en ajoutant k I'echantillon de la DNase 25 
et de la RNase, en lalssant ensuite reagfr le 
melange ainsi form6, puis en ajoutant & ce 
melange de fa RNasine. 

4. Procede selon la revendication 3, caracte- 
rise en ce que la digestion est r6alis6e par 30 
adjonction de DNase k 50 microgrammes par 
millilitre en presence d'ions Mg++ et de 
RNase k 30 microgrammes par millilitre, pen- 
dant environ 30 minutes k la temperature 
ambiante. 35 

5. Proc6d6 selon I'une des revendications 2 
a 4, caract6ris6 en ce que la purification de 
rechantillon pr6alablement traits comprend la 
filtration sur une cartouche de gel avec elution, 
sous une difference de pression, au moyen d'un 40 
milieu tampon. 

6. Proced6 selon la revendication 5, caracte- 
rise en ce que le gel comprend un melange de 
bisacrylamlde et de dextran et le tampon 
dilution comprend un melange Tris, NaCI et 45 
MgCI 2 &pH8,0. 

7. Proc6d6 selon I'une des revendications 2 
k 4, caract6ris6 en ce que la purification de 
l'§chantillon pr6alablement traits comprend le 
melange avec un gel magn6tlque avec 6lution k 50 
i'aide d'un aimant permanent. 

8. Procedd selon Tune des revendications 1 
a 7, caracterise en ce que ('extraction et la 
d6naturation des acides nucleiques viraux s'ef- 
fectue par mise en incubation avec un melange 55 
d'extraction propre k d6truire Tenveloppe et la 
capside virale et k deprot6neiser partiellement 

et denaturer les acides nucleiques viraux. 

9. Procede selon la revendication 8, caracte- 
rise en ce que le melange d'extraction com- 60 
prend du formamide a 70<>/o, 100 mM EDTA et 
NaCI04 2M, et que I'incubation est maintenue 
pendant environ 3 heures a 37° C. 

10. Procede selon I'une des revendications 1 
a 9, caracterise en ce que le recueil des acides 65 


nucleiques viraux est obtenu par filtration sur 
une membrane, par exemple en polyamide. 

1 1 . Procede selon la revendication 10, caracte- 
rise en ce que la membrane est ensuite sechee 
puis saturee par une solution propre a bloquer 
les sites de la membrane non occupes par les 
acides nucleiques viraux. 

12. Procede selon I'une des revendications 1 
a 11, caracterise en ce que I 'operation de 
detection comprend ('utilisation d'une subs- 
tance propre a declencher un signal de detec- 
tion et conjuguee a une substance ayant une 
affinite pour I'ADN ou TARN. 

13. Procede selon la revendication 12, caracte- 
rise en ce que la substance propre a d6clencher 
un signal de detection est choisie parmi des 
enzymes, par exemple la phosphatase afcaline, 
des isotopes, par exemple I 125 , les fluoro- 
chromes, Tor colloidal, etc. 

14. Proc6d6 selon i'une des revendications 12 
et 13, caracterise en ce que la substance ayant 
une affinite pour I'ADN ou TARN est choisie 
parmi la protamine, la pofy-L-lysine, la spermine, 
la spermidine, les anticorps anti-DNA et anti- 
RNA, les histones, les ions metalliques, etc. 

15. Proc6d6 selon I'une des revendications 12 
a 14, caracterise en ce que I'operation de 
detection comprend ('utilisation de protamine 
coupiee k de fa phosphatase afcaline. 

16. Procede sefon I'une des revendications 12 
k 15, caracterise en ce que la substance 
declenchant le signal de detection est une 
enzyme propre k transformer un substrat 
incolore et soluble en un produit colore qui 
precipfte In situ. 

17. Procede selon I'une des revendications 1 
a 16, caracterise en ce que rechantillon de 
milieu biologique est choisi parmi les fluides 
biologiques humains ou animaux, en particulier 
le serum, les fluides biologiques d'orlgine 
vegetale, par exemple la s&ve des plantes, les 
produits alimentaires, les vaccins, etc. 

18. Dispositif pour fa mise en oeuvre du 
procede selon I'une des revendications 1 k 17, 
caracterise en ce qu'il comprend : 

- un support superieur (10) comprenant au 
moins un puits (24) propre k recevoir un 
echantillon de milieu biologique; 

- un support inferieur (50) adaptable sous le 
support superieur (10) et comprenant au molns 
un reservoir (62) en correspondance du puits 
(24) du support superieur (10), ledit reservoir 
(62) 6tant pr6vu pour recevoir un melange 
d'extraction (102); 

- des moyens (30, 80) de communication 
etanche entre chaque puits (24) et le reservoir 
(62) correspondant; et 

- des moyens (96, 98) pour appiiquer une 
difference de pression entre rechantillon conte- 
nu dans le puits (24) et I'int6rieur du reservoir 
(62) de maniere a attirer I'echantillon dans le 
reservoir. 

19. Dispositif selon la revendication 18, carac- 
terise en ce que le support superieur (10) est 
limite par une face superieure (12) et une face 
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inf6rieure (14) et en ce que chaque puits (62) 
est de forme g6n§rale cylindrique et pr6sente 
un fond (28) en entonnofr qui se prolongs par 
une canule (30) falsant saillie par rapport a la 
face inferieure (14) du support superfeur (10). 5 

20. Dispositif selon (a revendication 19, charac- 
terise en ce que chaque puits (24) est propre k 
recevoir une cartouche (32) ayant la forme 
g^nerale d'un tube cylindrique dont le fond est 
muni d'un filtre (40), ladite cartouche Stent 10 
propre k recevoir une substance (42), par 
exemple un gel, pour retenir fes prot&nes de 
I'echantillon. 

21. Dispositif selon la revendication 19, carac- 
tSrisS en ce que le support inferfeur (50) est 15 
limits par une face superieure (48) et une face 
inferieure (52) et que chaque reservoir (62) 
debouche par son embouchure (70) dans ladite 

face superieure (48), ladite embouchure Stent 
propre k recevoir fa canule (30) du puits (24) 20 
correspondant du support supSrieur (10) lors- 
que les supports superieur (10) et inferfeur (50) 
sontadaptSs Tun surl'autre. 

22. Dispositif selon (a revendication 21, charac- 
terise en ce qu'au moins une tubulure (72) est 25 
associSe k chaque reservoir (62), ladite tubu- 
lure dSbouchant, d'une part, k proximity de 
Tembouchure (70) du reservoir et, d'autre part, 
dans la face infSrieure (52). 

23. Dispositif selon la revendication 21 , carac- 30 
tSrisS en ce qu'ii comprend en outre une 
embase (86) propre k recevoir k joint Stanche te 
support InfSrieur (50) et k dSfinir avec ceiul-ci 

une chambre (98) susceptible d'Stre mise en 
depression par une source appropriSe. 35 

24. Dispositif selon la revendication 23, carac- 
tSrisS en ce que, dans le but de rScupSrer les 
acides nuclSIques viraux recueillls dans chaque 
rSservoir (62), le support infSrieur (50) peut etre 

mis en position retoumSe sur i'embase (86), 40 
avec interposition d'un support intercalate 
(104) entre I'embase (86) et le support inferfeur 
en position retoumSe, et interposition d'une 
membrane de filtration (124) entre le support 
infSrieur (50) et (e support intercaiaire (104). 45 

25. Dispositif selon la revendication 24, carac- 
tSrisS en ce que le support intercaiaire (104) est 
Iimit6 par une face supSrieure (106) et une face 
infSrieure (108) et qu'il ddffnit une plurality de 
passages de communication (118) de forme 50 
tronconique ou cylindrique qui s'Svasent du 

haut vers le bas, I'ouverture supSrieure (120) 
d'un passage (118) Stent en vis-4-vis de . . 
Tembouchure (70) du rSservoir (62) correspon- 
dant. 55 
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